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1章  本研究の概要  
 
第１節	 要旨  
100 以上の国において、土壌の塩類の影響が耕作地域に影響を及ぼしている 1。
特に灌漑によって土壌の塩類の蓄積は起こっている。土壌塩類の中でも特に多
く含まれるものは、カチオンではナトリウムイオン (Na+) 、アニオンでは塩化
物イオン (Cl-) である 2 ことから、NaCl 抵抗性の強い有用作物を作るための研
究が行われている。NaCl 抵抗性について、シロイヌナズナを用いた分子遺伝学
的解析が行われている。NaCl 抵抗性に、液胞へのナトリウムイオンの隔離、適
合溶質合成および蓄積によるサイトゾルの浸透圧調節、細胞外部へのナトリウ
ムイオンの排出、プロトンポンプ ATPase による細胞外部および液胞へのプロト
ン移行は重要である 3。アブラナ科の植物 Brassica napus にて、Arabidopsis 
thaliana 由来の AtNHX1 (Na+/H+アンチポーター) を過剰発現するトランスジェ
ニック植物は、200 mM NaCl の水でも、10 mM NaCl にて育てた野生型株と同じ
生長を示し、種子の収穫量と油についても野生型株と同じであったことを発表
された 4。Na+/H+アンチポーター以外にも、細胞内浸透圧調整物質の適合溶質で
あるプロリンを蓄積するトランスジェニック植物は、NaCl 処理により発生する
フリーラジカルが抑えられ、動物細胞においても抗酸化作用をする 5, 6。1 遺伝
子の発現 (AtNHX1) や 1 適合溶質の蓄積 (プロリン)によって NaCl 抵抗性は向
上していることから、複数種の NaCl 抵抗性遺伝子を用いることで、強力な NaCl
抵抗性を持つ植物に重要な遺伝子セットが明らかとなることが期待される。 
 7 
	 植物の NaCl 応答制御のシグナリングについても明らかにされてきている。ナ
トリウムイオンのセンシングを行うタンパク質は、細胞質膜上のタンパク質で
あると推測されてはいるものの、センシングを行っている細胞膜上タンパク質
は明らかとなっていない 。一方、高浸透圧のセンサーにおいては、酵母にて見
つけられた高浸透圧センサーSLN1 の Arabidopsis SLN1 ホモログである ATHK1
が植物においても高浸透圧のセンシングを行い 5、下流の MAPK カスケードへ
ストレスシグナルを送っていると推定されている。これら、シグナリングの制
御が明らかとなることは、植物の NaCl 応答の網羅的な解明へとつながることが
期待される。 
 
第２節	 本研究について  
本研究は、シロイヌナズナ野生型株 Ws (Wassilewskija) が緑色葉形成を示さない
150 mM NaCl添加の培地にて発芽時期に緑色葉形成を示す耐塩性変異株mh31に
ついて、mh31 株の耐塩性の性質を調べること、原因遺伝子を明らかにすること
を目的とした。 
	 アクティベーションタギングは、遺伝子過剰発現した変異株を作出する変異
株作出の手法であり、これは、機能重複により１遺伝子破壊では表現型の現れ
ないマルチコピー遺伝子から、過剰発現により表現型の現れる遺伝子を探し出
すことが可能である 6。 
	 シロイヌナズナ耐塩性変異株 mh31 は、市坪・熊谷により変異株作出および耐
塩性変異株スクリーニングが行われ、野生型株 Ws (Wassilewskija) が発芽後の緑
色葉を示さない濃度のNaCl添加培地にて緑色葉を示す耐塩性変異株として選抜
 8 
された (図１)。シロイヌナズナ Ws より切り出した胚軸を CIM (callus inducing 
medium) 7 にて培養することで、カルスを形成させた。このカルスをアクティベ
ーションタギングベクターpPCVICEn4HPT 8 を保有するアグロバクテリアを感
染させることで変異株作出はなされた (図１)。耐塩性変異株の 1 次スクリーニ
ングとして 150 mM NaCl を添加した SIM (shoot-inducing medium) 7 にて培養した
カルスより形成されたシュートが選抜され、次世代 M1 が採種された。耐塩性変
異株の 2 次スクリーニングとして、シロイヌナズナ野生型株 Ws (Wassilewskija) 
が発芽後に緑色葉を示さない 150 mM NaCl 添加の GM (germination medium) 培
地 7にて緑色葉を示す耐塩性変異株が選抜された (図１)。M1世代のmh31株は、
染色体に2本以上のT-DNAを有していたが、小林により、染色体に有するT-DNA
数が 1 の耐塩性を示す mh31 株を選抜し、T-DNA は第１染色体の上腕部の遺伝
子座 At1g11730 と At1g11740 の間に位置することが明らかにされた (図２)。こ
の第１染色体上腕部に位置する T-DNA の上流および下流の約 15 kb 内にある遺
伝子 At1g11700、At1g11710、At1g11720、At1g11730、At1g11740、At1g11750、
At1g11760、At1g11765 について、南により RNA 発現解析が行われ、mh31 株は
At1g11740 遺伝子を過剰発現していることが明らかとされた (図３)。 
 
第３節	 要約  
本研究は、耐塩性に関わる新規遺伝子の同定を目的として当研究室にて作出さ
れたシロイヌナズナ耐塩性変異株 mh31 について、この耐塩性変異株 mh31 の
NaCl 抵抗性がどのような理由で生じているものであるのか明らかとするために、
また、その原因遺伝子座が何であるのかを明らかとするために、生理学的解析
 9 
および分子生物学的解析を行った。それにより、耐塩性変異株 mh31 は、水分ス
トレス応答に重要な植物ホルモンのアブシジン酸 (abscisic acid; ABA) に対して
非感受性を示し、その原因遺伝子が新規 abi5 アリル (abi5-9) であることが明ら
かとなった。ABI5 (ABA-INSENSITIVE5) は、ABRE (ABA-responsive element) へ
結合する bZIP を有した写因子をコードし、転写因子 ABI3 とともに Em1 や Em6
といった LEA タンパク質コード遺伝子の発現制御に関わる。また、発芽時期の
ABA に応答した乾燥耐性を伴った発芽成長停止に重要となっている。耐塩性変
異株 mh31 より、1 アミノ酸置換型のタンパク質をコードする abi5-9 が同定され
たため、この abi5-9 の ABI5 機能についての解析から、abi5-9 は ABI3 との物理
的結合は ABI5 機能を低下しており、一方で、ABI5 の有する転写活性は abi5-9
の方が強いという結果であった。また、abi5-9 変異株 (mh31) は、bZIP をもた
ないタンパク質をコードする ABI5 機能の完全な欠損株 abi5-1 と同じように、
Em1 および Em6 の遺伝子発現をしていなかった。これら結果より、1 アミノ酸
置換型によりABI5機能を欠損した初めてのアリルであるabi5-9が同定されたこ
との意義について考察がされた。 
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2章  緒論  
 
第1節	 アブシジン酸 (abscisic acid; ABA) 応答について 
アブシジン酸 (abscisic acid; ABA) は生物界全体で見つけられているセスキテル
ペンであるが、その役割は植物において分析が進んでいる 9。ABA は陸上植物
で、植物成長期においては、乾燥環境ストレスに適応する際 10、種子形成期に
おいては、種子成熟の発達制御 11 および低含水量に対する耐性獲得 12 の際、
に必須の役割をしている。ABA はジベレリン酸 (gibberellic acid; GA) とともに
種子発芽にも関わっており、これにより種子は良好な環境下で発芽するように
なっている。ABA は乾燥種子に蓄積しており、種子発芽を抑制している。種子
は吸水すると、ABA は急速に分解され、GA の蓄積量が増加し、種子発芽に至
る。 
 
第2節	 ABA シグナリングについて 
Arabidopsis の遺伝学的スクリーニングで、ABA を含む培地にて発芽できる変異
株 (ABA-INSENSITIVE の変異株; abi 変異株) が選抜されてきた 13。これら abi
変異株は種子発芽を抑制するABAシグナル伝達系の分子構成要素を欠損してい
た。原因遺伝子を同定することで、ABI1 および ABI2 が Group A PP2C に属する
ホスファターゼをコードすること 14, 15、ABI3 16、ABI4 17、ABI5 18は異なる種類
の転写因子をコードしていることが明らかにされた。 
	 近年の研究で、ABI1とABI2はサブクラス III SNF-related protein kinase (SnRK2) 
を脱リン酸化することで ABA シグナル伝達を負に制御しており、この脱リン酸
 16 
化作用はABAに応答して可溶性ABAレセプターである PYR/PYL/RCARにより
解除されるということが明らかにされた 19-25。ABI4 は AP2-type 転写因子をコー
ドしており、ABA シグナル伝達での役割 17 だけでなく、sugar シグナル伝達 26-29 
およびレトログレードシグナル伝達 30-33 にも役割がある。ABI3 と ABI5 は、そ
れぞれ、B3-type 転写因子 16、bZIP 転写因子 18 をコードしていた。 
 
第3節	 ABI5 (ABA-INSENSITIVE5) 遺伝子について 
ABI5 および ABI3 の 2 遺伝子は、種子発達の時期、および吸水後 ABA 処理下に
て発芽しつつある種子で強力な発現を示すが、他の植物組織ではほとんど発現
を示さない。このことは、ABI3 と ABI5 が、特に、種子成熟期および発芽期にお
いて役割があるということを示唆している 18, 34。ABI3 は種子の乾燥耐性獲得に
必須である 35。一方で、ABI5 は ABA に依存した発芽後の成長停止を行うのに
必須である 36。 
	 発芽中の胚における ABI5 の RNA およびタンパク質の発現は、乾燥および高
濃度塩ストレスだけでなく、外因性 ABA の投与によっても誘導される 36。ABI5
は、乾燥ストレスから細胞を保護すると考えられている late embryogenesis 
abundant (LEA) タンパク質をコードする Em1 と Em6 37 の ABA により誘導され
る発現を ABI3 とともに制御する 38-40。ABA により休眠した胚	 (Ref)	 や発芽
停止した胚は乾燥に耐性がある 36。発芽中の種子における Em1 および Em6 の発
現、成長停止と乾燥耐性といった ABA による誘導を、abi5 変異株は非常に損な
っている。このことは、ABI5 が種子発芽のとき環境状況を感知する重要な因子
であることを示唆している。 
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第4節	 Arabidopsis Group A bZIPs 間にて保存されている領域について 
Arabidopsis の 13 遺伝子からなる Group A bZIP に ABI5 は属する 41。これら bZIP
は、N 末端の保存されたドメインに基づいて 2 つのサブグループにさらに分け
られている。AREB/ABF と ABI5 を含む 9 つの bZIP (ABI5、AREB1/ABF2、
AREB2/ABF4、AREB3、ABF1、ABF3、AtbZIP67/DPBF2、EEL/DPBF4、AtbZIP15)
は、C1 (conserved region 1)、C2 および C3 と名付けられている N 末端の保存さ
れた 3つの領域、とC4と名付けられたC末端の保存された領域を有する。一方、
残りの 4 つの bZIP (AtbZIP13、GBF4、FD、FDP) は C1 を欠いている 42。前者
のグループは、ABA 制御下の遺伝子の ABA 応答エレメント (ABA responsible 
element: ABRE; PyACGTGG/TC) 43 へ bZIP DNA binding domain を介して結合す
る 38, 44, 45 ことで ABA シグナル伝達に関わり、種子発達期および発芽期に関わ
っているもの (ABI5、EEL/DPBF4、AtbZIP67/DPBF2、AREB3) と、植物組織に
関わっているもの (AREB1/ABF2、AREB2/ABF4、ABF1、ABF3) とで特徴付け
られている 46-48。ABI5/AREB/ABF ファミリーは、保存領域を介する翻訳後修飾
によって機能制御もされる。ABI5/AREB/ABF は、最大の転写活性化力に ABA
を必要とすることが示されている 40, 45, 48。AREB1 は、Arabidopsis のプロトプラ
ストが外因性 ABA で処理されているときにだけ、一過的遺伝子発現系で RD29B 
プロモーターを活性化する。この ABA 依存的な制御は、ABI5/AREB/ABF ファ
ミリーの保存領域にある R-X-X-S/T モチーフを必要としている 49。R-X-X-S/T
は 、 サ ブ ク ラ ス III SnRK2 (SRK2D/SnRK2.2 、 OST1/SRK2E/SnRK2.6 、
SRK2I/SnRK2.3) が好んで認識するモチーフであり 49, 50、これらキナーゼの活性
 18 
もまた ABA に応答して活性化される 51。サブクラス III SnRK2 の三重機能欠損
株は、種子休眠、発芽、発芽後成長、気孔閉鎖および遺伝子発現を含む ABA 応
答のほとんどを欠いており、Arabidopsis において ABA シグナル伝達で必須であ
ることが示されている 52-55。OST1/SRK2E/SnRK2.6 は ABF3 の T451 をリン酸修
飾することが示されており、このリン酸修飾は ABF3 の安定化に重要であるこ
とが明らかになっている 56。ABI5 の分解は ABA により制御されることが知ら
れている。ABA 非存在下で ABI5 は、cell-free degradation assay で、急速に 1 時
間以内で分解し、この分解は 26S protease inhibitor により抑制される 36。この結
果は、ABI5 がユビキチン修飾を介する 26S プロテアソームによっても制御され
ていることを示唆するものであった。実際に、植物特有のタンパク質をコード
する AFP1 (ABI five binding protein) 57、SUMO E3 リガーゼをコードする SIZ1 (SAP 
and Miz) 58 および multidomain ubiquitin E3 リガーゼをコードする KEG (KEEP 
ON GOING) 59 は、ユビキチンを介する 26S プロテアソームを通じて ABI5 を制
御することが示された。 
	 bZIP (basic and leucine-zipper) ドメインの機能的意義に比べると、とりわけ in 
vivo の機能で、ABI5/AREB/ABF ファミリーの保存領域 (C1、C2、C3 および C4) 
はこれから明らかにされるところである。現在までのところ、ABI5/AREB/ABF
ファミリーの中で abi5 アリルだけが、germination assay によりスクリーニングさ
れた ABA-insensitive 変異株の原因遺伝子として報告されている。C3 領域は AFP
との結合に必須であることより、ABI5/AREB/ABF ファミリーの翻訳後の制御に
C3 領域が重要であるということが示唆されている 57。加えて、ABI5 の C2-C3
領域は、ABI3 との物理的結合することが報告されている 60。 
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第5節	 これまでに報告のある abi5 アリルおよび本研究にて明らかとなった新
規 abi5 アリル (abi5-9) について 
これまでに報告されてきた abi5 アリルは、プレマチュア-タンパク質をコードす
るもの (abi5-1, abi5-2, abi5-4, abi5-5)、T-DNA インサーションラインによるもの 
(abi5-8)、フレームシフトを生じたもの (abi5-3) である (図) 18, 38, 61, 62。近年の研
究において、本研究にて明らかとなった C3 ドメインのアラニンの 1 アミノ酸置
換型 (A214G) の完全長 ABI5 タンパク質をコードする abi5 劣性形質のアリル 
(abi5-9) は、最初のものであった。 
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3章  mh31変異株の緑色葉形成能についての生理学的特徴付け  
 
第1節	 発芽時期におけるイオンストレスおよび高浸透圧ストレスに対する抵
抗性の評価 
シロイヌナズナ耐塩性変異株 mh31 (Ws バックグラウンド) は、Arabidopsis 
thaliana 野生型株 Ws (Wassilewskija) が発芽後の緑色葉を示さない濃度の NaCl
添加培地にて、緑色葉を示す耐塩性変異株として市坪・熊谷によりスクリーニ
ングされた (図１)。mh31 変異株は、175 mM NaCl 添加した培地においても発芽
後の緑色葉を形成し、野生型株 Ws との有意な差を示した (図 4)。NaCl はイオ
ンストレスおよび高浸透圧ストレスを与える。mh31 変異株が示す NaCl 抵抗性
に、イオンストレスあるいは水分ストレスに対する抵抗性が寄与しているのか
調べることとした。リチウムイオンはイオンストレスを与える際に、一方、マ
ンニトールは非イオン性の高浸透圧による水分ストレスを与える際に用いられ
る (Ref)。本研究においては、イオンストレスを与える物質として塩化リチウム 
(Rif)、非イオン性の水分ストレスを与える物質としてマンニトール (Ref) を用
いた。 
	 mh31 変異株は、野生型株 Ws の発芽中の胚の成長が停止する濃度である 500 
mM マンニトールを含んでいる培地においても成長し緑色葉形成を示した (図
4)。一方、LiCl による緑色葉形成阻害の抵抗性は、野生型株 Ws との有意な差は
示されなかった (図４B)。 
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第2節	 発芽時期における水分ストレス応答に重要な植物ホルモンであるアブ
シジン酸に対する応答の評価 
mh31 変異株は水分ストレスに抵抗性を示して緑色葉形成し、一方で、野生型株
Ws は発芽後の成長停止の表現型を示していた (図４)。アブシジン酸 (abscisic 
acid; ABA) は、水分ストレス応答に重要な植物ホルモンである。発芽成長停止
には ABA シグナルが関わり、外因性 ABA は発芽成長を停止させる 36。mh31
変異株の水分ストレス抵抗性に ABA が関わっているのか調べることとした。 
	 mh31 変異株は、野生型株に比べると、外因性 ABA で、発芽およびそれに続
く実生の発達があまり抑制されなかった (図４)。このことは、mh31 株が ABA
低感受性株であることを示唆している。下記に示すように、mh31 株の遺伝学的
解析手法マッピングで、原因遺伝子は、インサーションされている T-DNA に関
連せず、新規 abi5 アリルでと関連性を示した。後に、mh31 株を abi5-9 変異株と
命名した。 
 
第3節	 遺伝的性質の解析 
アクティベーションタギングは遺伝子過剰発現により優性遺伝形質の表現型を
示す変異株を得られる変異株作出の手法である。mh31 株の示す NaCl 抵抗性お
よび ABA 抵抗性が優性遺伝形質であるのか調べることとした。F1Ws×mh31 を作
出し、これを用いて NaCl 抵抗性を調べ、ABA 抵抗性については F2 を得て調べ
た。F1Ws×mh31 は NaCl 抵抗性を示した(表 1)。また、F2Ws×mh31 の約 30％が
ABA 抵抗性株であり、約 70％が ABA 非抵抗性株であった(表 2)。 
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第4節	 植物成長期のストレス耐性 
耐塩性変異株 mh31 は、発芽時期において NaCl、manntitol および ABA 抵抗性を
示した(図４)。耐塩性変異株 mh31 が、植物成長期においてもこれらストレスお
よびホルモンに対して野生型株 Ws とは異なる抵抗性を示す耐塩性変異株であ
るのか調べることを目的とした。 
	 根伸長がわかるように、発芽後に根が培地表面を這うように、プレートを縦
におき、培養を行った。mh31 株は、野生型株 Ws よりも根が伸びるということ
はなかった (図 4)。 
	 発芽後に形成された緑色葉についてのストレス抵抗性を調べるため、GM 培地
にて 2 週間育てた植物体を NaCl 添加培地、mannitol 添加培地および ABA 添加
培地へ移植した後、培養を行った。発芽後に形成された緑色葉について、mh31
株は Ws よりも葉の緑色が維持されるということは示されなかった (図５)。 
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4章  アクティベーションタグライン耐塩性変異株 mh31の T-DNA および
その近傍に位置する遺伝子と mh31表現型との関わり  
 
第1節	 mh31 変異株の染色体に挿入されている T-DNA の位置 
mh31 株は、4×CaMV 35S エンハンサーを T-DNA に有するアクティベーション
タギングベクターpPCVICEn4HPT 8 を用いて作出された変異株である。CaMV 
35S エンハンサーはタンデムにつなぐことで 4 つまでは相乗的に遺伝子発現を
強化する (Ref)。4×CaMV 35S エンハンサーは染色体に挿入されると、上流領域
および下流領域 10 kb の範囲に位置する遺伝子を過剰発現する 63。mh31 株はス
クリーニング当初の M1 世代、T-DNA 数が 2 箇所以上であったが、前任者の小
林は、サザンブロット解析を用いることで T-DNA 数 1 箇所の耐塩性を示す mh31
株をスクリーニングし、T-DNA ホモのラインとした (図２)。さらにシークエン
シング解析を行うことでT-DNAのLeftボーダー (Left border; LB) に隣接する塩
基配列を明らかにした (図２)。本研究にて、前任者より受け取った mh31 株の種
子が、T-DNA 数 1 の株であること、および、T-DNA が位置するローカスは
At1g11740 と At1g11730 の間の領域であることの確認を行うこととした。サザン
ブロットにて T-DNA 数は 1 という結果であった (図２)。また、Right ボーダー 
(Right border; RB) 方向に At1g11735、LB 方向に At1g11730 を位置する形で、遺
伝子 At1g11740 と At1g11730 の間に位置していることがゲノム PCR を行うこと
で示された (図２)。 
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第2節	 T-DNA 近傍に位置する遺伝子とその RNA 発現 
CaMV 35S エンハンサーはタンデムにつなぐことで 4 つまでは相乗的に遺伝子
発現を強化する。4×CaMV 35S エンハンサーは染色体に挿入されると、上流領
域および下流領域 10 kb の範囲に位置する遺伝子の中から過剰発現する遺伝子
が見つけられると記されている。mh31 株は、第 1 染色体の上腕部に位置する遺
伝子 At1g11735 と At1g11730 の間の非遺伝子領域に、4×CaMV 35S エンハンサ
ーを有する T-DNA が位置している。前任者の南により、4×CaMV 35S エンハン
サーの上流および下流 15 kb の領域に位置する遺伝子について、遺伝子過剰発現
の有無の評価が行われた。これにより、遺伝子 At1g11700、At1g11710、At1g11720、
At1g11730、At1g11740、At1g11750、At1g11760 および At1g11765 のうち、遺伝
子 At1g11740 は mh31 株にて過剰発現していることが明らかとされた (図３)。後
に、Arabidopsis の遺伝子情報として、遺伝子 At1g11740 については推測上遺伝
子の At1g11740 RNA に加えて RAFL クローン(RIKEN Arabidopsis Full-Length 
cDNA clone)が登録され、さらに、遺伝子 At1g11755 および At1g11735 が新規に
登録されていた。これら 2 遺伝子および At1g11740 の RAFL クローンコード領
域について、本研究にて過剰発現の有無について RNA 発現解析を行うこととし
た。RT-PCR による発現解析にて、mh31 株は、At1g11740 RAFL クローンコード
領域および At1g11735 コード領域の RNA 過剰発現が示された (図６)。本実験に
よって、mh31 株は、At1g11740 だけでなく、At1g11735 についても過剰発現し
ていることが明らかとなった。 
 
第3節	 トランスジェニック植物と mh31 変異株の比較 
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耐塩性変異株 mh31 は、少なくとも At1g11740 および At1g11735 を過剰発現して
いる (図３および図６)。mh31 変異株が示す NaCl 添加培地における発芽後の緑
色葉形成の表現型に、At1g11740 あるいは At1g11735 の過剰発現は寄与している
のかということを調べる目的で、各遺伝子について遺伝子過剰発現のコンスト
ラクトを作製し、それを用いて形質転換株 (Ws バックグラウンド) の作出を行
った (図 7)。獲得された T2 を用いて、無作為にとった 3 ラインについて NaCl
添加培地における発芽検定を行うこととした。また、mh31 株の表現型に、T-DNA
近傍に位置する複数遺伝子に由来する複数の転写産物の高蓄積が関わるかもし
ない。そこで、mh31 株の第１染色体上腕部と同じ塩基配列の 4×CaMV 35S エン
ハンサーから At1g11760 までの遺伝子領域 (Plasmid rescued mh31 DNA) を
T-DNA 内へクローニングし、これを用いて野生型株 Ws の形質転換体の作出を
行った。T2 を得られたので、4×CaMV 35S エンハンサー-At1g11735-At1g11760 
(Plasmid rescued mh31 DNA) により作出されたこの T2 を無作為に 4 ラインとり、
NaCl 添加培地における発芽検定を行うこととした。CaMV 35S プロモータ
ー::At1g11740 形質転換株、CaMV 35S プロモーター::At1g11735 形質転換株は
NaCl 耐性を示さなかった (図 7A および図 7B)。Plasmid rescued mh31 DNA の導
入株は NaCl 耐性を示さなかった (図 7C)。 
 
第4節	 小括 
mh31株は、At1g11740およびAt1g11735を過剰発現していた (図３および図６)。
本実験にて、At1g11740 cDNA クローニングにより、At1g11740 cDNA type 1、type 
2、 type 3 が見つかった。一方で、RIKEN Arabidopsis resource としては、完全長
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cDNA の RAFL クローン (RIKEN Arabidopsis Full-Length cDNA clone) が明らか
となっている。これらのことより、遺伝子 At1g11740 は、少なくとも 4 つのス
プライシングバリアントを産製しているということが示唆された。At1g11740 は
cDNA type 1、type 2 および type 3 はアンキリンリピートを有するタンパク質を
コードする。それに対し、At1g11740 cDNA type 4 がコードするタンパク質はア
ンキリンリピートを持たない。Arabidopsis は、アンキリンリピートタンパク質
のコード遺伝子を 105個有しており、それらは特徴的なドメインから 16のGroup 
(Group A〜P) に分類されている 64。At1g11740 がコードするタンパク質は、ア
ンキリンリピート以外の既知のドメインを有さないアンキリンタンパク質
Group B に分類されている 64。これまでのところ、遺伝子 At1g11740 の役割は明
らかとはされていない。一方、At1g11735 (MIR171b) は、タンパク質コード遺伝
子ではなく、マイクロ RNA の miR171b をコードする遺伝子である。Arabidopsis
において miRNA171 は、MIR171a、MIR171b (At1g11735)、MIR171c にてコード
されている。遺伝子 MIR171b (At1g11735) は、cold、salt および mannitol といっ
たストレスに応答した遺伝子発現を示す miRNA として分類されている。また、
遺伝子 SCL6 が miR171 のターゲット遺伝子として挙げられている。SCL6 は、
SCL6-II (SCARECROW-LIKE6-II; At2g45160)、 SCL6-III (At3g60630)、 SCL6-IV 
(At4g00150) の 3 遺伝子が Arabidopsis ゲノムにコードされており、それら SCL6
は転写因子 GRAS family のグループに属する。scl6 トリプル遺伝子ノックアウト
株を用いた解析によりシュートの枝分かれ (Branching) の形成に必要とされる
ことが明らかとされている 65。遺伝子発現レベルにおいては、SCL6 遺伝子はシ
ュートブランチング形成時期だけでなく、発芽時期および植物成長時期におい
 36 
ても遺伝子発現する。SCL6 および miRNA171 の変異株の解析や遺伝子レベルの
解析が行われてはいるものの、cold、mannitol および NaCl といったストレス応
答に対して、At1g11735 の発現が植物にどのような役割をしているのかというこ
とは、今のところ、明らかにされていない。 
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5章  分子遺伝学的解析による mh31遺伝子の同定  
 
第1節	 mh31 の分子遺伝学的解析 
原因遺伝子候補とされた遺伝子 At1g11740 および At1g11735 についての過剰発
現ベクターを用いて作出したトランスジェニック植物は、mh31 株の NaCl 抵抗
性を示さなかった (図 7)。そのため、mh31 株の原因遺伝子を同定する目的で、
遺伝学的解析を行うこととした。mh31 株は LiCl 抵抗性を示さなかったというこ
と (図 4) は、mh31 株が示す NaCl 抵抗性は浸透圧抵抗性によるものであると示
唆する。このことから、mh31 株の NaCl 抵抗性をマッピングするのではなく、
浸透圧抵抗性をマッピングすることとした。Ws 植物 (雌) と mh31 植物 (雄) の
交配により作出したF1Ws×mh31がNaCl抵抗性を示したことからmh31株のNaCl
抵抗性は優性遺伝形質であることが明らかとなっているので (表 1)、mh31 株の
浸透圧抵抗性もまた優性遺伝形質であるとしてマッピング解析を進めることと
した。 
	 mh31 株 (Ws バックグラウンド) を Col-0 と交配させ、生じた F1 植物を次世代
採種のために自殖させた。この F2 世代を ABA 感受性および浸透圧耐性につい
ての検査に供した (表 3)。F2 世代は、ABA 感受性植物 196 個体、ABA 低感受性
植物 74 個体を示した。このことは、ABA 低感受性の表現型が劣性形質であるこ
とを示唆している。一方、浸透圧耐性の検定では、F2 世代は、浸透圧耐性植物
116 個体、浸透圧非耐性植物 12 個体であった。これら ABA 低感受性植物と浸透
圧非耐性植物を採り、遺伝学的マッピングに用いた。mh31 株は、もともと、ア
 42 
クティベーションタグラインから単利され、1 コピーの T-DNA が第１染色体の
上腕部にインサーションされていることを小林らにより明らかにされている 
(図 2)。しかしながら、F2 植物のラフマッピングにより ABA 低感受性および浸
透圧非耐性のどちらも、第２染色体の下腕部に位置する SSLP マーカーの
CZSOD2 および NGA168 に遺伝的連鎖を示した (図 8)。 
 
第2節	 mh31 遺伝子候補のシークエンシング解析 
その２つのマーカーのあたりの染色体領域は、種子発芽期の ABA シグナル伝達
で重要な因子である ABI4 および ABI5 を含んでいた。両方の遺伝子について
cDNA 増幅してシークエンス解析を行った。ABI4 は、mh31 変異株と野生型株の
間に差違なしであった。一方、mh31 株由来の ABI5 は、コード配列の中に１塩
基置換があり、C3 領域のアミノ酸置換 (A214G) を生じるものであった (図 11)。 
 
第3節	 ABI5 機能欠損株 abi5-1 と mh31 変異株の交配による相補検定 
ABI5 が mh31 株の原因遺伝子であるのか確かめるために、交配による相補検定
を行うこととした。mh31 植物 (花粉) と abi5-1 植物 (めしべ) との交配を行い、
F1 世代を得た。F1 植物を ABA 感受性について検査した。表 4 に示すように、F1
世代は、親植物の abi5-1 および mh31 に似た ABA 低感受性を示した (表 4)。こ
のことは、mh31 と abi5-1 は互いに相補しないということを示唆している。mh31
と abi5-1 は同じローカスに影響していると結論づけた。このことより、abi5-1
から abi5-8 まですでに述べられていた 18, 38, 61, 66, 67 ので、mh31 変異株を abi5-9
と命名し直した。 
 43 
 
第4節	 mh31 変異株における abi5 RNA 発現についての解析 
mh31 株は abi5 RNA 発現していない株であることも考えられたので、これを調
べるため、mh31 株における RNA 発現解析を行った。 
	 RNA の発現は、ノーザンブロットにより示した (図 12)。mh31 変異株の乾燥
種子は、野生型株 Ws が示した ABI5 RNA 発現のように、abi5-9 遺伝子の発現を
していた。また、実生における発現解析についても、mh31 株は、Ws にて示さ
れる ABA に応答した ABI5 RNA 発現と同じように、ABA に応答した abi5-9 RNA
発現を示した (図 12)。 
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6章  mh31 の原因遺伝子として同定された新規 abi5 アリル abi5-9 の ABI5
機能検定  
 
第1節	 GFP 融合 abi5-9 遺伝子発現株の GFP 蛍光観察 
CaMV 35S プロモーター-sGFP::abi5-9 遺伝子を用いた abi5-1 変異株のトランス
ジェニックによる相補検定を行った。無作為に取った 3 ラインのトランスジェ
ニック植物の T2 世代について、発芽期の ABA 感受性を検定した。1 µM ABA 添
加培地において、緑色葉形成した実生の割合は、トランスジェニック植物
ABI5/abi5-1 については、ライン No. 1 は 42%、ライン No. 2 は 41%、ライン No. 
3 は 91%であった。それに対して、トランスジェニック植物 abi5-9/abi5-1 につい
ては、ライン No. 1 は 93%、ライン No. 2 およびライン No. 3 は 100%であった。
3 µM ABA 添加培地において、緑色葉形成した実生の割合は、トランスジェニッ
ク植物 ABI5/abi5-1 については、ライン No. 1 は 17%、ライン No. 2 は 35%、ラ
イン No. 3 は 52%であった。一方、トランスジェニック植物 abi5-9/abi5-1 につい
ては、ライン No. 1 は 59%、ライン No. 2 は 79%、そしてライン No. 3 は 78%で
あった (図 13B)。このことは、abi5-9 が完全な機能欠損型の abi5 アリルではな
いということを示唆している。GFP 蛍光の観察を行うこととした。sGFP-ABI5
および sGFP-abi5-9 は、どちらも GFP 蛍光が見られ、細胞内局在に違いを示し
てはいなかった(図 13C)。 
 
第2節	 酵母 2 ハイブリッドによる ABI5 および ABI3 とのタンパク質-タンパク
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質相互作用の評価 
ABI5 による Em1 および Em6 の制御は ABI3 を必要とする (Nakamura et al., 2001; 
Gampala et al., 2002; Finkelstein et al., 2005)。そして、ABI5 は C2 ドメインと C3
ドメインを含む領域を介して ABI3 が物理的に結合する 60。本研究で見つけられ
た abi5-9 は、C3 ドメインの RXXS/T リン酸化モチーフに隣接する１アミノ酸置
換を有する完全長のタンパク質をコードしており (図 11)、ABI5 の機能欠損を生
じている。abi5-9 は ABI3 と結合しないことが Em1 および Em6 の転写活性化能
の欠損を生じているということが考えられた。それを調べるため、酵母 2 ハイ
ブリッド検定を行った (図 15)。Gal4 DNA-binding domain (BD) につなぐと ABI3
は強いオートアクティベーションを示すことは以前に報告されており 68、本研
究においてもGal4-BDに完全長ABI3をつなぐと強いオートアクティベーション
を示した (図 15)。同様に、abi5-9 は Gal4-BD へ連結するとレポーター遺伝子の
強いオートアクティベーションを示した。このため、ABI5 と結合することの示
された ABI3 の B1 ドメインを有する切り詰め型 ABI3 (B1S、B1L および B1B2) 60 
を Gal4-BD に連結し、abi5-9 および ABI5 は Gal4-activation domain (AD)につなぎ、
酵母２ハイブリッド検定に用いた。以前に示されているように 60、ABI5 は B1L
領域および B1B2 領域と結合した。一方、abi5-9 は B1B2 と弱い結合を示し、そ
して、AD-abi5-9 コンストラクトと BD-B1B2 コンストラクトの両方を保有する
酵母の増殖は、10 mM 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) の添加により完全に抑制され
た。これら結果は、C3 ドメインの abi5-9 変異は ABI3 との結合能を減らすとい
うことを示唆する。 
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第3節	 一過的遺伝子発現系による Em6 プロモーター:GUS の転写活性化能の評
価 
酵母を用いた実験で、abi5-9 は ABI3 との結合能を欠いているがそれでも転写活
性はあるということが示唆された。ABI3 の結合不十分により abi5-9 の機能欠損
表現型は明らかにされると仮定した。この可能性を検定するため、Em6-GUS コ
ンストラクトをレポーターとして用いて、Arabidopsis 葉肉プロトプラストで一
過的遺伝子発現による検定を行った。 
	 外因性ABAなしのとき、Em6のプロモーター活性は非常に低かった、そして、
プロトプラストが 10 µM ABAで処理されているときにおいては 24.4倍に増加し
た (図 16)。Em6-GUS とともに ABI5 エフェクターを導入すると、プロモーター
活性は ABA なしの条件では 2.1 倍に強まり、プロトプラストを ABA 処理して
いるときでは ABI5 によるプロモーター活性化は見られなかった。一方、abi5-9
は、ABA なしで 7.3 倍にプロモーター活性を強め、これは酵母で見られたこと
を支持するものであった。ABA 存在下においては、わずかではあるけれども
abi5-9 による活性強化 (1.4 倍) が見られた。ABI3 は、Em6 プロモーターを ABA
なしのとき 5.5 倍、ABA 処理時に 6.6 倍に活性化した。ABI3 と ABI5 の共発現
による相乗作用効果は ABA 無処理時においてのみ見られた (40.5 倍)。この ABA
無処理時の相乗効果は、活性化強化はすこしだけ減じていたけれども、ABI3 と
abi5-9 の組み合わせにおいても見られた (25.2 倍)。T87 プロトプラストで示され
ているように 69、相乗効果は ABA 存在下においては見られなかった。abi5-9 に
は強い転写活性能があるということ、および、ABI3 との結合が弱いということ
が酵母にて見られていたが、葉肉プロトプラストの ABA 無処理時における結果
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は、酵母でのことを支持するものであった。しかしながら、外因性 ABA 存在下
においても非存在下においても、ABI5 と abi5-9 に間に著しい差違は見られなか
った。本実験結果からは、ABI3 との Em6 プロモーター転写活性化能について、
abi5-9 の ABI5 機能欠損が示されなかった。しかしながら、葉肉由来プロトプラ
ストを用いた Em6 プロモーター-GUS レポーターの転写活性化制御は、種子お
よび発芽時期に Em6 遺伝子が ABI3 と ABI5 によって受ける転写活性化制御の様
式を完全には表してはいないのかもしれない。 
 
第4節	 mh31 変異株における Em1 および Em6 の RNA 発現 
酵母の実験にて、abi5-9 は ABI5 に比べると ABI3 との弱い結合を示し、ABI3 と
の結合について機能欠損を生じていることが明らかとなった。abi5-9 における
ABI3 との結合能の低下が、ABI3 との転写活性制御を損なうものであるのか調
べるため、葉肉プロトプラストを用いて、一過的遺伝子発現による Em6 プロモ
ーター-GUS レポーター遺伝子の転写活性能の評価を行った。しかしながら、こ
の検定方法では、ABI5 と ABI3 との相互作用による Em6 プロモーターの活性化
制御に abi5-9 変異が影響しているのかということは明らかにはできなかった。
abi5-9 変異株 (mh31) を用いて、ABI5 による直接の遺伝子発現制御を受ける遺
伝子 Em1 および Em6 について RNA 発現解析した。乾燥種子において、mh31 変
異株は、abi5-1 変異株において見られるように、Em1 および Em6 の RNA 発現を
減じていた。発芽中の実生においても、mh31 変異株は、abi5-1 変異株のように、
Em1 および Em6 の RNA 発現を欠いていた (図 14)。この結果は、abi5-9 が、ABI5
機能の完全な欠損型の abi5-1のように、Em1およびEm6のABAに応答したRNA
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発現制御能を欠損した abi5 アリルであることを示唆している。 
 
第5節	 PSIPRED により予測される 2 次構造の比較 
最近、Tang らは Arabidopsis ABI5/AREB/ABF オーソログであるイネ OsbZIP46
について、C3 領域を欠失させた OsbZIP46 が構成的な転写活性能をしたことか
ら、C3 領域には OsbZIP46 自体の転写活性をネガティブレギュレートする役割
があると提唱した 70。その役割を担う C3 領域のモチーフ候補として、Tang ら
は、ABF/AREB/ABI5 およびイネのオーソログ遺伝子間にて保存されていた
LxxxxLxxxL モチーフを挙げている 70。ABI5 において、この候補モチーフ
LxxxxLxxxL に相当するアミノ酸配列の領域は、202 FGEMTLEDFL 211 である。
abi5-9 は、214 残基目のアラニンをグリシンへの置換型変異であるので、候補リ
プレションモチーフ LxxxxLxxxL とは異なる経路を介して ABI5 の転写活性化能
を増強しているのかもしれない。一方、グリシンはα-へリックスブレーカーと
して知られるアミノ酸である 71 ことから、ABI5 の Ala214 を Gly へと置換する
abi5-9 変異はα-へリックスが壊れる変異であることが考えられた。これを調べ
る目的で、2次構造予測ツールの PSIPREDにて 2次構造予測を得ることとした。
ABI5 の C3 領域は、α-へリックスをとるものとして予測された (図 17)。このα
-へリックスはAla214からGlyへの置換により confidence valueを低下させた (図
17)。酵母にて、C1 を含む N-terminal region (aa 1-90) を欠失させた abi5-9 (aa 
91-442) を Gal4-BD へ連結すると、その abi5-9 の示すオートアクティベーショ
ン (図 15) は示さなかった (図 18)。 
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第6節	 mh31(abi5-9)株と abi5-1株のストレス培地およびABA添加培地における
発芽成長の比較 
abi5-9 タンパク質は ABI3 タンパク質との物理的結合について機能欠損を示して
いた (図 15)。一方で、一過的遺伝子発現の系にて、Em6 プロモーター-GUS レ
ポーター遺伝子の転写活性化について、abi5-9 は ABI5 よりも強い転写活性可能
を示していた (図 16)。abi5-9 は、ABA に応答した発芽成長の抑制については
abi5-1 のように機能欠損であっても、ストレス耐性の獲得については ABI5 より
も強力に働いているかもしれない。mh31 (abi5-9) 株は、ABA 添加培地では abi5-1
類似の ABA 抵抗性を示す一方で、NaCl 添加培地および mannitol 添加培地にお
いては abi5-1 よりも強い抵抗性を示す耐塩性変異株であるのか調べることとし
た。 
	 ストレス培地およびABA添加培地における発芽後の緑色葉形成した植物体の
割合として、抵抗性を表した。mh31 (abi5-9) 株は、ABA 抵抗性を示す植物の割
合は abi5-1 よりも少なかった (図 10)。NaCl 抵抗性を示す植物体および mannitol
抵抗性を示す植物体の割合についても、抵抗性を示す植物体の割合は abi5-1 よ
りも少なかった (図 10)。 
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7章  考察  
第１節	 ABI5 の C3 ドメインの機能 
現在までに、Arabidopsis Group A bZIP ファミリーのうちで、発芽時期の表現型
のスクリーニングにより単離された変異株は、abi5 アリルだけであり、それら
は bZIP ドメインを欠損した切り詰め型の ABI5 タンパク質をコードするもので
あった 18, 38, 61 (図 9)。それゆえに、Group A bZIP の N 末端の保存領域について
の機能は、逆遺伝学的研究手法を通じて特徴付けされてきた。その研究により、
保存領域にある RXXS/T リン酸化サイトがそのタンパク質の活性に重要である
こと 72, 73、および、C1 ドメインが転写活性化ドメインとして機能することが明
らかにされてきた 48, 70, 73, 74。本研究において、C3 ドメインにて１アミノ酸置換
のある完全長タンパク質をコードする新規 abi5 アリル (abi5-9) を報告した。こ
れにより、C3 ドメインのアラニン (Ala214) は ABI5 機能に必須であることが立
証された。abi5-9 (mh31 遺伝子) は、グリシンが隣に位置する進化的に保存され
た 214 残基目のアラニンがグリシンへと置換された完全長タンパク質をコード
するものであった。この保存されたアラニンは、C3 ドメインのリン酸化サイト
に含まれる部位ではない。加えて、C3 ドメインのリン酸化サイトは植物内で
ABI5 機能に影響を与えないことが、このリン酸化部位のアラニンへの置換型ア
リルを用いて示されている 39。これらの情報は、abi5-9 変異 (A214G) がリン酸
化以外の ABI5 制御機構に影響を与えているということを指し示している。 
 69 
 
酵母の実験系で ABI5 の A214G 変異 (abi5-9) は、ABI3 との結合能を低下させて
いた。以前の報告において、C2 および C3 の領域を含む ABI5 のフラグメントが
ABI3 の B1 ドメインと結合することより、ABI3 と ABI5 の物理的結合および結
合領域が示された 74。本研究により、ABI3 と ABI5 の結合能に C3 のアラニン 
(Ala214) は重要となっていることが明らかとなった。small plant-specific protein
をコードする AFP1 タンパク質は、ABI5 の C3 と結合し、それが ABI5 タンパク
質の分解を促進することが示されている 57。C3 領域は、他にも制御タンパク質
との結合を介する ABI5 活性制御に関わっているかもしれない。A214 を含む C3
領域は、ABI5 類似の bZIP タンパク質の間で高度に保存されている。C3 領域は、
植物組織において、AREB/ABF 活性の制御にも関わっている。実際に、
ABI5/AREB/ABF は、Arm repeat protein interacting with ABF3 (ARIA) 75、 キナー
ゼ (SnRK2s and CPKs) 76-79 および DREB 80, 81 といった様々なタンパク質と結
合することが明らかになっている。AREB/ABF タンパク質の C3 ドメインにおい
て、Ala から Gly への置換による変異がその活性に影響を与えるのかということ
を確かめることは興味が持たれる。 
 
本研究において、abi5-9 は ABA 非存在下の葉肉プロトプラスト細胞だけでなく
酵母においても、C3 ドメインの A214G 変異が転写活性能を増加させていた。
Group A bZIP タンパク質の C1 ドメインおよびその周囲の領域は、植物だけで
なく酵母においても転写活性化ドメインとして作用する 48。Hong らは、イネの
AREB オーソログの OREB1 の転写活性ドメインを明らかとした 73。９つのアミ
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ノ酸残基からなる TAD (trans-activation domain) の予測プログラムを用いて、C1
近傍に TAD が位置する (TAD1) こと、AREB/ABF ファミリーの多くで、C3 近
傍に TAD が位置する (TAD2) ことが示されている。イネの OREB1 の TAD2 は
酵母の実験系において十分な転写活性を示さなかった 73 が、C3 ドメインの保存
されたアラニンの隣に TAD2 は位置している。A214G 変異が推定上の TAD2 の
疎水性パターンに影響を与えることで転写活性化能を増強しているということ
が考えられる。それとも、最近、Tang らは、C3 ドメインを欠如した OsbZIP46
は構成的な転写活性化を示すことから、C3 ドメインは転写活性化抑制の役割を
していると提唱した 70。ABI5 の C3 も同じ役割をしており、これに abi5-9 変異
は影響しているのかもしれない。 
 
ABI5 機能について、A214G 変異のいくつかの影響を調べたが、それら ABI5 と
abi5-9 の差違は、abi5-9 アリルが機能欠損を生じている理由を説明できるもので
はなかった。葉肉プロトプラストを用いた一過的遺伝子発現による検定におい
て、外因性 ABA なしのときに、ABI5 同様に abi5-9 は ABI3 との相互作用を示し
た。ABA 存在下では、ABI5 と ABI3 による相乗作用は少しも見られなかった。
そして、ABI5 に比べると abi5-9 は Em6 プロモーターを転写活性化していた。そ
れに対して、Em6 転写産物の蓄積は abi5-9 実生において劇的に減じていた。こ
れらの違いは、酵母の実験系および ABI5 を発現していない葉肉プロトプラスト
を用いた一過的遺伝子発現の実験系といった生物的非相同性な検定 
(heterologous assay) に起因しているのかもしれない。Em6 プロモーターのクロマ
チン修飾もまた、ABI5 と ABI3 による制御に重要となっているということが推
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測された。種子特異的な遺伝子 phaseolin のプロモーターの発現は、ヒストン修
飾によって制止状態となる。Phaseolus vulgaris の ABI3 オーソログである PvALF
はクロマチンリモデリングに関わり、phaseolin プロモーターを活性可能な状態
に至らせ、それに続いて ABA によるプロモーター活性化を生じる 62, 82, 83。ABI3
と ABI5 は互いに相互作用するということおよび A214G 変異が結合を減じると
いうことから、ABI5 は ABI3 とともにクロマチンリモデリングに関与していそ
うである。abi5-9 は、ABRE 結合と転写活性化の両方あるいはどちらかを欠損し
ているのではなく、クロマチンリモデリングによる Em6 の制御を欠損している
のかもしれない。この仮説は、一過的遺伝子発現の実験系において abi5-9 が Em6
プロモーターを活性化できる理由を明らかにできる。 
 
第２節	 ABI5 の自己転写活性化および ABI5 により制御される遺伝子 
これまでの顕著な ABI5 機能の欠損株 (abi5-1、abi5-2) は、ABI5 RNA 発現を低
下させていた。これは、ABI5 プロモーター領域に ABRE があるので、ABI5 は
ABI5 自体の転写制御を行っているためと考えられた。bZIP ドメインの zipper
とC4の間の領域にてフレームシフトを生じたタンパク質をコードする abi5-3は、
ABI5 RNA 発現を低下させていなかったが、これは、abi5-3 は abi5-1 や abi5-2 よ
りも ABA 感受性が強く、abi5-3 の ABI5 機能欠損が弱いためであると考えられ
ていた。本研究にて、abi5-1 変異株のように abi5-9 変異株 (mh31) は Em6 RNA
を発現していなかったが、一方で、abi5-1 変異株とは異なり abi5-9 変異株 (mh31) 
は ABI5 RNA 発現をしていた。これは、ABI5 遺伝子の自己転写活性制御は、ABI3
との結合を介さずに行われていると示唆する。abi5-9 の変異株 (mh31) は、ABI5
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により制御される遺伝子において、Em6 のような ABI3 とともに制御される遺伝
子だけを発現していない変異株であるのかもしれない。ABI5 により制御される
遺伝子より、ABI3 を介さずに ABI5 により制御される遺伝子と ABI3 との結合
を介さずに制御される遺伝子の分類において、abi5-9 変異株 (mh31) は貢献する
と期待される。 
 
第３節	 カルス-シュート分化時期における塩ストレス応答と mh31 遺伝子
abi5-9 との関わり 
ABI5 は、主に種子および発芽時期に発現する遺伝子であるが、eFP Browser に
て公開されている expression data には CIM 培地におけるカルス形成の時期に発
現していることが示されている。このことから、ABI5 はカルスからシュート形
成の時期の耐塩性に関わることができたと考えられる。 
 
第４節	 ABI5遺伝子およびabi5-9変異についての耐塩性作物作出における着目
点 
塩ストレスは、発芽時期においては発芽の抑制、一方、発芽後の植物において
はバイオマスの低下、あるいは枯死を引き起こす。本研究にて得られた abi5-9
変異は、発芽抑制を解除するものであった。この abi5-9 変異を有する植物に植
物生長時期の耐塩性獲得を生じる変異を与えることで、塩ストレス下において
発芽成長できる耐塩性植物の作出は可能であると考えられる。 
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8章  実験材料および方法  
 
植物材料および生育条件  
Arabidopsis thaliana エコタイプ Col-0 (Columbia-0)、Ws (Wassilewskija) および
Ws-2 (Wassilewskija) は、ABRC (the Arabidopsis Biological Resource Center) 由来
の研究室既存種子を用いた。abi5-1 (Ws-2 バックグラウンド) 種子は ABRC より
分与を受けた。市坪・熊谷・氣賀澤・小林らにより作出および単離された T-DNA
挿入１ローカスの mh31 株 (Ws バックグラウンド) は、本研究の前任者ら由来
の種子を用いた。これら種子の次世代を１次ストックとし、その次世代を本研
究の実験に用いた。 
	 Arabidopsis 植物は、土壌では、23˚C、2,000 lx (16 時間/日) で、0.05% Hyponex 
(Hyponex, Japan) を与えて育てた。無菌的にプレートにて育てる際には、種子を
70%エタノールおよび 1%次亜塩素酸ナトリウムそれぞれによる洗浄を行った後、
SDW (super distilled water; オートクレーブ滅菌milli Q水) で4回の種子洗浄を行
い、0.1% Agar に懸濁した。層化処理は、遮光 4˚C 条件で 3-4 日間行った。緑色
葉形成の検定 (greening assay: 本研究においては germination assay と同じ意味で
用いている) では、Kakimoto により述べられている GM (germination medium) 培
地 7 を基本培地として用い、層化処理後、培地に播種し、24時間照明 (2,000 lx)、
23˚C、2 週間の培養を行った。２日齢実生の RNA 発現解析については、層化後、
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0.8% Agar 上に乗せた濾紙に播種し、これを 24 時間照明 (2,000 lx) 23˚C で 49 時
間の培養を行った後、5 µM ABA (0.05% DMSO 含む) あるいは 0.05% DMSO を
添加した 0.8% Agar に濾紙ごと乗せかえ、24 時間照明 (2,000 lx) 23˚C にて、さ
らに５時間までの培養を行った。発芽中の実生の RNA 発現解析については、層
化後、3 µM ABA (0.03% DMSO を含む) 0.8% Agar 上に乗せた濾紙に播種し、24
時間照明 (2,000 lx) 23˚C の条件で培養した。 
 
T-DNA 近傍にて過剰発現する 2 つの遺伝子 At1g11740 と At1g11735 のクロ
ーニング  
アクティベーションタギングは、RB 領域あるいは LB 領域に強力なプロモータ
ーあるいはそのエンハンサー配列を有するT-DNAを染色体へインサーションさ
せることで変異株の作出がなされる。T-DNA の近傍に位置する遺伝子の過剰発
現による変異株が作出されることから、T-DNA 近傍に位置する過剰発現遺伝子
の中から、遺伝子過剰発現により表現型の現れる遺伝子を見つけ出すことがで
きる。アクティベーションタグラインにて過剰発現。mh31 株は、遺伝子
At1g11740 および遺伝子 At1g11735 を過剰発現していた (図３および図４)。前
任者の須々美は、遺伝子 At1g11740 のクローニングを目的とし、RT-PCR 増幅し
た候補At1g11740 cDNAを独立したDH5αより 20サンプル獲得した。須々美は、
この 20 サンプルの内 2 クローンについてのシークエンシング解析を行ったが、
ゲノムデータベースにて登録されている At1g11740 完全長の塩基配列と完全に
一致するクローンではないことが示された。そこで、本研究では、残りのクロ
ーンについてのシークエンシング解析を行うこととした。残りの 18 サンプルに
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ついてシークエンシングを行うことで、遺伝子 At1g11740 の cDNA として、遺
伝子情報に予測遺伝子として登録のある完全長の At1g11740 (At1g11740 cDNA 
type1)、第 3exon を欠失したタイプ (At1g11740 cDNA type2)、第 3exon だけでな
く第 4exon 内の 5’-末端 9bp についても欠失したタイプ (At1g11740 cDNA type3) 
が見つけられた (図)。また、RIKEN Arabidopsis full length cDNA clone (RAFL 
clone)として、At1g11740 の cDNA は、At1g62045 cDNA と塩基配列レベルで相
同性を示す RAFL クローン (At1g11740 cDNA type 4) が登録され示されている 
(図)。これらのことは、遺伝子 At1g11740 の領域が複雑な転写様式となっている
ということを示唆している。また、遺伝子 At1g11740 は少なくとも 3 つのスプ
ライシングバリアント (At1g11740 cDNA type 1、type 2 および type 3) があるこ
と、およびコードされている cDNA は少なくとも 4 つ (At1g11740 cDNA type 1、
type 2、type 3 および type 4) 存在することが示唆された。At1g11735 遺伝子のク
ローニングについては、本研究にて行われた。下記のプラスミドレスキューし
た At1g11735 遺伝子を含む T-DNA の RB から At1g11760 までのゲノミック DNA
のクローンより、At1g11735 遺伝子の cDNA コード領域全長を含む DNA フラグ
メントを、過剰発現ベクターへサブクローニングすることで、At1g11735 は単離
された。 
 
T-DNA left border 側の genomic DNA およそ 10-kb 領域のプラスミドレスキ
ューを介したクローニング  
At1g11740の転写産物 4種類とAt1g11735以外にも過剰発現している遺伝子転写
産物が存在することも考えられた。このため、複数の転写産物の過剰発現を可
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能なコンストラクトを作るため、エンハンサーの位置する T-DNA の RB 領域に
隣接するゲノミック DNA 配列をクローニングすることとした。プラスミドレス
キューの方法により、過剰発現する遺伝子が見つかるとされているエンハンサ
ーから約 10-kb までの領域に位置する遺伝子 (At1g11735-At1g11760) を、4×エン
ハンサー-At1g11735-At1g11760 を含む DNA フラグメントとしてクローニングす
ることとした。データベースにて示されている塩基配列より、Right ボーダーに
隣接する約 10 kb の DNA 配列を含む DNA フラグメントを NruI 消化によって得
られると考えられた。NruI 消化した DNA フラグメントをクローニングするにあ
たり、NruI 消化することで得られると考えられる DNA フラグメントが生じるこ
とをサザンブロットにより確かめることとした。NruI 消化した mh31 株のゲノ
ム DNA からは、mh31 株には T-DNA が位置していることを反映して、Ws ゲノ
ム DNA とは異なる目的 DNA サイズの 1 本の DNA バンドが示された (図)。次
に、NruI 消化した mh31 ゲノム DNA より、プラスミドレスキューを介して、4×
エンハンサーを有する Right ボーダーに隣接するゲノム DNA のクローニングを
行った。この DNA 配列より、PstI 消化することで得られる 4×エンハンサー
-At1g11735-At1g11760 を含む DNA フラグメントをバイナリーベクターpTF338
にサブクローニングした。 
 
mh31 の T-DNA 近傍遺伝子のトランスジェニック植物の作出  
mh31 株は、少なくとも 2 つの遺伝子 At1g11740 および At1g11735 を過剰発現し
ている。これらは、過剰発現させることで mh31 表現型を付与することのできる
遺伝子であるのか調べる目的で、Type1 から Type4 までの 4 種類の At1g11740 
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cDNAおよびAt1g11735それぞれについてCaMV 35Sプロモーターに連結したコ
ンストラクトを作製し、これを用いてシロイヌナズナの形質転換を行うことで、
遺伝子過剰発現のトランスジェニック植物を作出することとした。T1 をハイグ
ロマイシン培地によるスクリーニングにかけることで、ハイグロマイシン抵抗
性を示す T1 を獲得した。4×CaMV 35S エンハンサー-At1g11735-At1g11760 のコ
ンストラクトについても、シロイヌナズナの形質転換を行い、ハイグロマイシ
ン培地によるスクリーニングにより、T1 からハイグロマイシン耐性を示す T1
を獲得した。各 T1 より、T2 を採種した。 
 
SSLP マーカーの遺伝的マッピング  
F1 は、mh31 株と野生型株 Col-0 を掛け合わせることで作出した。これを自殖さ
せることで F2 世代種子を得た。マッピングに供した F2 世代は、mh31 株と Col-0
を交配させることで作出した F1 世代の自殖によって獲得した。F2 植物より、
ABA 低感受性を示した植物およびマンニトール非耐性を示した植物をスクリー
ニングし、これを mh31 表現型原因遺伝子座との遺伝的連鎖解析に用いた。SSLP
マッピングは、Bell and Ecker の述べているように行われた 84。SSLP (simple 
sequence length polymorphism) マーカーは、The Arabidosis Information Resource 
(TAIR; http://www.arabidopsis.org/) にて示されている塩基配列の特異的なプライ
マーを用いて PCR (polymerase chain reaction) 増幅した。植物からのゲノム DNA
抽出は、Weigel らが示している方法で行われた 85。 
 
ABI5遺伝子のダイレクトシークエンシング解析  
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ABI5 および ABI4 の ORF 領域を含む cDNA の PCR 産物を、PCR 増幅により得
た。用いたプライマーペアーの塩基配列は、ABI5 については forward primer 
5'-TCTCTTTCTCAAAACCTTTCAGTC-3' と reverse primer 
5'-TTCTATAACCTCATTCCTCAAAGACA-3' で あ り 、 ABI4 に つ い て は
5'-AAGTGAGTGAGAAGAGAGTGTAAGT-3' と reverse primer, 
5'-ACCGTAATCTCTTTTACGAATTCC-3' である。シークエンシングは、
MACROGEN JAPAN により行われた。 
 
コンストラクションおよび Arabidopsis トランスジェニックラインの作出  
p35S-sGFP 由来の sGFP を含む BamHI-NotI フラグメントを pGHX86 の
BamHI/NotI サイトへサブクローニングすることで pGHX-sGFP は作られた。
pGHX-sGFP:ABI5 と pGHX-sGFP:abi5-9 は、PCR 増幅した ABI5 and abi5-9 を、
pGHX-sGFP の BsrGI/NotI サイトへクローニングすることで作られた。ABI5 と
abi5-9 の 増 幅 に は 、 プ ラ イ マ ー ペ ア ー : forward primer, 
5'-ATCATCtgtacaAGATGGTAACTAGAGAAACGAA-3' と reverse primer 5'- 
ATCATCgcggccgcCCAAAGATTGATGATGTTGA-3' を用いた。作成したプラス
ミドの cDNA が目的とした塩基配列のものであることはシークエンシング解析
によって確かめた。アグロバクテリアへのプラスミド導入は Jyothishwaran ら 87 
の述べている方法で行い、シロイヌナズナの形質転換はフローラルディップ法
88 により行った。pGHX-sGFP、pGHX-sGFP:ABI5 および pGHX-sGFP:abi5-9 そ
れぞれについて、アグロバクテリアストレイン GV3101::pMP90::pSOUP 形質転
換体を獲得し、これを用いて abi5-1 植物のトランスジェニックを行った。 
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sGFP-abi5-9/abi5-1 トランスジェニック植物の ABA 応答した発芽成長停止  
層化した種子を 3 µM ABA の培地へ蒔き、23˚C、2,000 lx にて培養した。２週間
の培養後に、植物体数および緑色葉を示している植物体数を数え、緑色葉を示
した個体の割合 (greening seedling rate) を算出した。本実験は、3 ラインずつ無
作為にとった T2 世代を用いて行われた。vec/abi5-1, ABI5/abi5-1 and abi5-9/abi5-1
は、それぞれ、pGHX-sGFP, pGHX-aGFP:ABI5, pGHX-sGFP:abi5-9 による形質転
換株を表す。 
 
sGFP-abi5-9/abi5-1 トランスジェニック植物の GFP 蛍光  
T2 を 4 日間培養した後、植物体を無作為にとり、GFP 蛍光の撮影を行った。SDW 
(super distilled water; オートクレーブ滅菌 milli Q water) を入れたシャーレにて
層化した種子を、23˚C、2,000 lx 条件で、培養は行われた。 
 
ノーザンブロット解析  
乾燥種子は Vicient らが述べている方法 89、実生については Shirzadegan らが述べ
ている方法 90 により、トータル RNA 抽出を行った。RNA 濃度は、吸光度計
NanoVue (gelifesciences. co. jp) により、260 nm と 280 nm の吸高度に基づき算出
された。ノーザンブロット解析はKomatsuらが述べている方法 91 で行った。Em1
およびEm6についてのプローブDNAは、RT-PCR増幅することで獲得した。ABI5
についてのプローブ DNA は、pGHX-ABI5 をもとに PCR 増幅することで獲得し
た。これらプローブ DNA はすべて、agarose ゲル電気泳動を介した DNA 精製を
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QIA Gel DNA extraction kit (QIAGEN) を用いて行った。プライマーとして用いた
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Em1 に つ い て は 
5'-CAGAGAAGAGCTTGATGAGA-3'と 5'-GCTACATTAGACCCTAGTTA-3' であ
り 、 Em6 に つ い て は  5'-CTCAACAAGAGAAGAAGCAGCTGG-3' と 
5'-GGTCTTGGTCCTGAATTTGGATT-3' で あ り 、 ABI5 
5'-ATCATCggatccATGGTAACTAGAGAAACGAA-3' と 5'- 
ATCATCcgcggccgcCCAAAGATTGATGATGTTGA-3' である。 
 
酵母菌株およびコンストラクション  
酵母菌株 PJ69-4A および PJ69-4α 92 を用いた。コンストラクションには pGBTK 
(GAL4 DNA binding domain fusion vector) 93 と pGAD424 (GAL4 activation domain 
fusion vector) (Clontech, USA) を用いた。ABI5 ORF の PCR による増幅には、
forward primer 5'-ATCATCgaattcATGGTAACTAGAGAAACGAAG-3' と reverse 
primer, 5'- ATCATCggatccTTAGAGTGGACAACTCGG-3' を用いた。増幅した
ABI5 ORF 由来の EcoRI-BamHI フラグメントを、EcoRI サイト/BamHI サイトに
てダブルダイジェストした pGBTK および pGAD424 にクローニングした。ABI3 
ORF の PCR に よ る 増 幅 に は 、 forward primer 
5'-ATCATCggatccGTATGAAAAGCTTGCATG-3' と reverse primer 
5'-ATCATCgtcgacTCATTTAACAGTTTGAGAAG-3' を用いた。増幅した ABI5 
ORF 由来の BamHI-SalI フラグメントを、BamHI サイト/SalI サイトについてダブ
ルダイジェストした pGBTK および pGAD424 にクローニングした。切り詰め型
ABI3 の B1S、B1L および B1B2 は、Nakamura らが述べているアミノ酸領域と同
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じ で あ る  60 。 B1S の PCR に よ る 増 幅 に は 、 forward primer 5'- 
ATCATCggatccGTGAAGACCAGGTCGTTG-3' と  reverse primer 5'- 
ATCATCgtcgacTCATTGGACCCATTCAAGAA-3' を用いた。増幅した B1S 由来
の BamHI-SalI フラグメントを、BamHI サイト/SalI サイトについてダブルダイジ
ェストした pGBTK および pGAD424 にクローニングした。B1L の PCR 増幅には、
forward primer 5'-ATCATCggatccGTCAAGAAGACCAGGTCGT-3' と  reverse 
primer 5'-ATCATCgtcgacTCATTCAAGTAAAGGAAGGA-3' を用いた。増幅した
B1S 由来の BamHI-SalI フラグメントを、BamHI サイト/SalI サイトについてダブ
ルダイジェストした pGBTK および pGAD424 にクローニングした。B1B2 の増
幅 に は 、 forward primer 5'-ATCATCggatccGTCAAGAAGACCAGGTCGT-3' と
reverse primer, 5'-ATCATCgtcgacTCAGTTAAGTTGTGGAGCCA-3' を用いた。増
幅した B1B2 由来の BamHI-SalI フラグメントを、BamHI サイト/SalI サイトにつ
いてダブルダイジェストした pGBTK および pGAD424 にクローニングした。結
果として得られたプラスミドのインサートはすべて、シークエンシング決定に
よって、目的の塩基配列であることを確かめた。プライマー塩基配列の小文字
アルファベットは、付与した制限酵素認識配列を示している。 
 
酵母の形質転換および凍結保存  
酵母菌種 PJ69-4A および PJ69-4α は YPAD 培地にて生育させた。形質転換処理
は LiCl/ssDNA/PEG を用いる方法 94 で行った。酵母の凍結保存および凍結保存
した酵母の Y2H への使用方法は Mockli らの方法 95 で行った。pGBTK (TRP1
マーカー; Tryptophan 合成遺伝子マーカー) および pGAD424 (LEU2 マーカー; 
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Leucine 合成遺伝子マーカー)、それぞれのコンストラクトについて、酵母の形質
転換処理を行った後、コンストラクトのマーカーに従って、SC (synthetic 
complete) dropout medium (SD) の tryptophan 欠乏培地 (SD/-W) あるいは leucine
欠乏培地 (SD/−L) の培地にて形質転換株のスクリーニングを行った。形成され
たコロニーすべてを、BD コンストラクト保有酵母については終濃度 10%グリセ
ロール添加 SD/-W、AD コンストラクト保有酵母については終濃度 10%グリセロ
ール添加 SD/-L によって懸濁し、これを-80˚C にて保存した。Bait (pGBTK コン
ストラクト) 保有株については PJ69-4A にて作出し、Prey (pGAD424 コンストラ
クト) 保有株については PJ69-4αにて作出を行った。 
 
酵母２ハイブリッド解析  (Yeast two hybrid; Y2H) 
-80˚C にて保存された酵母形質転換株より、SD/-L あるいは SD/-W プレートにて
シングルコロニーを形成させ、これを Y2H に用いた。以降の、Y2H 方法は、
Yoshimura らの述べている方法に従って行った 93。シングルコロニーを 500 µL 
YPAD に懸濁した。Bait 保有株と Prey 保有株のそれぞれを 30 µL ずつ分取して
140 µL YPAD に添加した後、30˚C でオーバーナイトの培養を行うことで菌株間
のメーティングをさせた。この酵母をSDWによって２回洗浄した後、50 µL SDW
に再度懸濁し、懸濁液の 2 µL を SD/-LW プレートにスポットした。30˚C で 4 日
間の培養を行った後、レプリケーターを用いて、diploid 酵母を SD/-LW プレー
ト、SD/-LW プレートおよび 10 mM 3-AT (3-amino-1,2,4-triazole) を添加した
SD/-LWHA プレートにレプリケートした。これをさらに 10 日間 30˚C にて培養
した。 
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一過的遺伝子発現による転写活性評価を目的としたコンストラクション  
過剰発現ベクターpGHX (Ref) をコンストラクションに用いた。pGHX-abi5-9 お
よ び pGHX-ABI5 を 作 製 す る 目 的 で 、 forward primer 
5'-ATCATCggatccATGGTAACTAGAGAAACGAA-3' と reverse primer 
5'-ATCATCgcggccgcCCAAAGATTGATGATGTTGA-3' を用いて ABI5 の PCR に
よる増幅を行った。増幅した ABI5 ORF 由来の BamHI-NotI フラグメントを、
BamHI および NotI によりダブルダイジェストされた pGHX にクローニングした。
pGHX-ABI3 プラスミド作製目的で、pGBTK-ABI3 を BamHI と SalI でダブルダ
イジェストすることで、ABI3 ORF を含む BamHI-SalI フラグメントを単離した。
このフラグメントを DNA Blunting kit (TaKaRa)を用いて平滑末端とした後、
pGHX の SmaI サイトにサブクローニングした。Em6 プロモーター-GUS コンス
トラクトの作製目的で、pBI221 由来の GUS-NosT フラグメントを pGreen0029 96 
にサブクローニングすることで pGreen0029-GUS-NosT プラスミドを構築した。
Em6 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 、 forward primer 
5'-ATCATCtctagaTAATAATGATGTATAGATGATTGGAG-3' と reverse primer 
5'-ATCATCcagctgAGCTGCTTCTTCTCTTGTTG-3' を用いて、PCR 増幅した。増
幅した Em6 プロモーター由来の XbaI-PvuII フラグメントを、XbaI サイトおよび
SmaIサイトについてダブルダイジェストした pGreen0029-GUS-NosTにクローニ
ングした。シークエンシング解析により、コンストラクションしたプラスミド
の cDNA および Em6 プロモーターが目的の塩基配列であることを確認した。プ
ライマー塩基配列の小文字アルファベットは、付与した制限酵素認識配列を示
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している。CaMV 35S プロモーター-Emerald luciferase (Eluc) をコンストラクシ
ョンする目的で、pEluc-test (Toyobo, Japan) より 1896-base の EcoRV-SacI フラグ
メントを単離した。このフラグメントを、SmaI および SacI のダブルダイジェス
トすることで GUS 遺伝子を除去した pBI221 にサブクローニングした。 
 
プロトプラストの単離および一過的遺伝子発現  
Yoshida らが述べている方法 97 に従って、一過的遺伝子発現による検定を行っ
た。GUS 活性および LUC 活性の測定は Komatsu ら 91 と同じように行った。
Luciferase-luciferin 反応には、Pica Gene luciferase assay reagent (Toyo-Ink, Tokyo, 
Japan) を用いた。 
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総括 
本研究は、シロイヌナズナを用いて、塩ストレス耐性獲得の遺伝子について、
これまでに報告のない新たな知見を得ることを目的とするものであった。本実
験は、アクティベーションタギングによるシロイヌナズナ形質転換株より選抜
された耐塩性変異株 mh31 の NaCl 抵抗性の性質および原因遺伝子を明らかとす
ることから始められた。mh31 株の NaCl 抵抗性は、浸透圧抵抗性によるもので
あった。また、mh31 株は、乾燥ストレス応答に重要な植物ホルモン ABA (abscisic 
acid; アブシジン酸) 抵抗性を示す株であり、その原因遺伝子は、アミノ酸置換
を伴う１塩基置換型の新規 abi5 アリル (abi5-9) であった。次に、この abi5-9 が
機能欠損である理由を明らかとすることを目的とし、abi5-9 の ABI5 機能を調べ
た。ABI5 は、ABA に応答した発芽成長停止に必要であり、ABREs (abscisic 
acid-responsive elements) binding protein をコードする bZIP 型転写因子で、LEA 
(late embryonic abundant) タンパク質をコードするEm6やEm1の遺伝子発現を制
御する。また、この遺伝子発現制御には ABI3 も重要となっている。abi5-9 遺伝
子は、ABI3 と結合する conserved region 3 のアラニン (Ala214) をグリシンへの
置換を生じたタンパク質をコードし、ABI3 の結合能が abi5-9 は弱くなっていた。
abi5-9 (mh31) 株は、ABI3 および ABI5 による遺伝子発現制御を直接受ける遺伝
子 Em6 の RNA 発現を低下していた。その一方で、abi5-9 は、ABI5 よりも強い
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Em6 プロモーター-GUS レポーター遺伝子の転写活性を一過的遺伝子発現解析
にて示した。これらは、ABI5 の Ala214 は、ABI3 との結合に関わり、ABI5 の転
写活性能に関わるアミノ酸であると示唆する。ABI5 機能を欠損した１アミノ酸
置換型の abi5 アリルは、abi5-9 が最初であった。abi5-9 変異株 (mh31) は、これ
までの ABI5 機能の完全な欠損株のマイクロアレイ解析では分類されなかった
ABI5-ABI3 に制御される遺伝子群と ABI3 結合を介さず ABI5 に制御される遺伝
子群の分類に役立つだろう。conserved region 3 および abi5-9 に変異のあったア
ラニンは Arabidopsis group A bZIPs のメンバーにて保存されており、それら bZIP
の遺伝子機能の改変に abi5-9 変異は有用だろう。 
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